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　　摘要：目的　探讨胰腺癌与癌旁组织中 ｐ１６基因启动子区异常甲基化的改变及其蛋白表达的特
点，以及其与胰腺癌发生发展的关系。方法　分别采用免疫组化 ＳＰ法及甲基化特异 ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测
４６例人胰腺癌和癌旁组织中 ｐ１６基因表达及其甲基化的水平，并结合临床资料进行分析。结果　胰
腺癌中 ｐ１６蛋白表达率为 ４１．３％（１９／４６），而癌旁组织表达率为 ９５．７％（４４／４６），两者有差异显著
性（Ｐ＜０．０１）。ｐ１６蛋白阳性的 １９例胰腺癌标本中均未检出基因甲基化；ｐ１６蛋白缺失的 ２７例标本
中有 １８例检出基因甲基化，甲基化率为 ３９．１％。ｐ１６基因甲基化与蛋白缺失有明显关系（Ｐ＜０．０５）。
ｐ１６基因表达及其启动子区甲基化的发生率与胰腺癌的大小，患者性别

!

年龄的差异无显著意义

（Ｐ＞０．０５），但与组织分化程度
!

淋巴结转移
!

ＰＴＮＭ分期有显著意义（Ｐ＜０．０５）。结论　ｐ１６基因启
动子的异常甲基化可影响 ｐ１６蛋白的表达，它们与胰腺癌的发生发展有关；ｐ１６甲基化和蛋白表达可
能成为胰腺癌诊断及预后的候选标志物之一。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（５）：４４６－４５０］
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第５期 杨卫华，等：胰腺癌中ｐ１６基因甲基化改变及其蛋白表达分析

　　肿瘤的发生、发展是在多因素作用下，使癌
基因激活以及抑癌基因失活的结果，而两者作用

的归结均在于对细胞周期的调控；细胞周期调控

失常是肿瘤发生的主要原因［１］。ｐ１６基因又称多
肿 瘤 抑 制 基 因 （ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ１，
ＭＴＳ１），是１９９４年由美国报道的一种新型抑癌基
因［２］。在胰腺癌多步骤

!

多阶段发生过程中有多

种肿瘤相关基因参与［３］。ｐ１６是其中一个重要的
抑癌基因，参与细胞周期的调控，负调节细胞增

殖及分裂。其失活机制包括缺失
!

突变及 ５′ＣｐＧ
岛异常甲基化。目前已在多种肿瘤中发现 ５′ＣｐＧ
岛异常甲基化是其灭活的主要机制［４］。ｐ１６基因
甲基化和蛋白异常表达在胰腺癌中少有报道，本

实验采用甲基化特异聚合酶链反应（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）和免疫组织化学对 ４６例胰腺
癌及其癌旁组织的 ｐ１６基因启动子区的甲基化
和蛋白表达，并结合临床资料进行分析，探讨两

者与胰腺癌发生发展的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　 标本收集 　 病例选自本中心 ２０００—
２００５年手术切除的 ４６例胰腺癌标本（患者术前
均未接受化疗和放疗）。男 ２７例，女 １９例；年龄
４１～６８（平均 ５５．４）岁。将所有患者按临床病理
学参数（肿瘤大小／分化程度／ＰＴＮＭ分期／转移）
分类。标本为石蜡包埋存档蜡块。取胰腺癌及癌

旁组织（距瘤体边缘以远 ２ｃｍ），行 ４μｍ连续切片
分别进行免疫组化染色；行 ８～１０μｍ连续切片作
ｐ１６基因甲基化分析。
１．１．２　主要试剂及仪器　兔抗人 ｐ１６蛋白多克
隆抗体

!

ＳＰ试剂盒及 ＤＡＢ显示剂购自北京中山
生物技术有限公司；ＷｉｚａｒｄＤＮＡ纯化试剂盒

!

ＴａｑＤＮＡ聚合酶购自美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；氢氧化
钠

!

亚硫酸氢钠
!

琼脂糖凝胶等均购自武汉大风

生物科技公司；ＰＣＲ扩增仪，凝胶成像系统由本
院普外科实验室提供。

１．２　实验方法
１．２．１　免疫组化染色　所有标本经 １０％福尔马
林固定，连续切片 ４μｍ；石蜡切片脱蜡，水化后分
别行 ＤＡＢ及 ＳＰ法染色。操作按说明书进行，用
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作空白对照。ｐ１６
蛋白在各细胞中的阳性表达以胞浆中出现清晰的

棕色为阳性标准。ＨＭＩＡＳ２０００型全自动彩色医
学图像分析系统对每张切片随机观察１０个高倍视

野。结果以阳性细胞数所占百分比表示，即每视野

计数１００个细胞，按阳性细胞百分数分为 ４个等
级：低于 ５％为阴性（－）；５％ ～２５％为（＋）；
２５％～５０％为（＋＋）；５０％以上为（＋＋＋）。
１．２．２　ｐ１６基因启动子区 ５′ＣｐＧ岛甲基化状态
检测

１．２．２．１　ＤＮＡ提取　４６例胰腺癌及相应癌旁
组织均用蛋白酶 Ｋ消化，用酚／氯仿抽提方法提
取 ＤＮＡ［］。
１．２．２．２　ＤＮＡ亚硫酸氢钠修饰及 ＭＳＰ

（１）引物的设计　参照 Ｈｅｒｍａｎ等［５］合成 ｐ１６
基因 ＣｐＧ岛的甲基化特异引物 ｐ１６Ｍ和非甲基
化特异引物 ｐ１６Ｕ序列（大连宝生物公司合成），
分别用于扩增 ｐ１６基因 ５′ＣｐＧ岛甲基化和非甲
基化的等位基因。ｐ１６Ｍ 正义链引物为 ５′→３′
ＴＴＡＴＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＧＧＣＧＧＡＴＣＧＣ；反 义 链 引 物 为
５′→３′ＧＡＣＣＣＣＧＡＡＣＣＧＣＧＡＣＣＧＴＡＡ，扩增片段长
度为 １５０ｂｐ。ｐ１６Ｕ正义链引物为 ５′→３′ＴＴＡＴＴ
ＡＧＡＧＧＧＴＧＧＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴ；反义链引物为 ５′→３′
ＣＡＡＣＣＣＣＡＡＡＣＣＡＣＡＡＣＣＡＴＡＡ，扩 增 片 段 长 度 为
１５１ｂｐ。

（２）ＤＮＡ亚硫酸氢钠修饰　参考 Ｈｅｒｍａｎ等［５］

的方法进行。亚硫酸氢盐修饰过程：①碱变性。
取 ＤＮＡ约 １～２μｇ，加入 ４ｍｏｌ／Ｌ的 ＮａＯＨ至终浓
度为 ０．２ｍｏｌ／Ｌ（总 体 积 为 ５０μＬ），３７℃ 变 性
１０ｍｉｎ。②硫 化 与 脱 氢。加 入 ３０μＬ新 配 制 的
１０ｍｍｏｌ／Ｌ的 氢 醌 及 ５２０μＬｐＨ５．０，３ｍｏｌ／Ｌ的
ＮａＨＳＯ３，混匀，表面覆盖矿物油，避光，置于 ５０℃
水浴 １６ｈ。③纯化与脱硫。利用 ＷｉｚａｒｄＤＮＡ纯化
试剂盒纯化修饰后的 ＤＮＡ，于室温下加入 ４ｍｏｌ／Ｌ
的 ＮａＯＨ至浓度为 ０．３ｍｏｌ／Ｌ，放置 ５～２０ｍｉｎ脱
硫．④沉淀回收。加入 １／１０体积的 ３ｍｏｌ／Ｌ乙酸
钠及冰乙醇沉淀 ＤＮＡ，室温下干燥，加适量 ＴＥ
（ｐＨ８．０）溶解，－２０℃保存。

（３）ＭＳＰ　分别对处理后的 ＤＮＡ进行甲基化
和未甲 基化 扩增。ＰＣＲ循环 扩 增 条 件：９５℃，
５ｍｉｎ；９５℃，３０ｓ；５５℃，３０ｓ；７２℃，３０ｓ，３５个循
环后 ７２℃，４ｍｉｎ。４℃保存待分析。

（４）ＰＣＲ　扩增产物进行 ２．５％琼脂糖凝胶
电泳分析并照相。

１．３统计学处理
应用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行处理。各组间

率的比较采用 χ２检验和 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率法，以
Ｐ＜０．０５为差异具有显著性。

７４４
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２　结　果

２．１　胰腺癌中 ｐ１６蛋白的表达
４６例胰腺癌中 １９例 ｐ１６蛋白表达阳性，表

达率为 ４１．３％；而癌旁组织 ｐ１６蛋白阳性表达率
为 ９５．７％，两者有差异显著性（Ｐ＜０．０１）（表１）
（图 １）。ｐ１６基因表达与胰腺癌的大小，患者性
别

!

年龄无关（Ｐ＞０．０５），而与分化程度
!

临床

分期和转移有关（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

表１　胰腺癌及癌旁组织中ｐ１６蛋白的表达

组别 例数
ｐ１６蛋白的表达

阳性 阴性 阳性表达率（％）
Ｐ值

胰腺癌组织

癌旁组织

４６

４６

１９

４４

２７

２

４１．３

９５．７
＜０．０１

!

"

#

　　图１　胰腺癌及癌旁组织中ｐ１６蛋白的免疫组化染色（ＤＡＢ×２００）　Ａ：癌旁组织中呈强阳性；Ｂ：癌组织中呈弱阳性；
Ｃ：癌组织中呈阴性

表２　ｐ１６蛋白表达及甲基化与胰腺癌临床生物学特征的关系

临床病理特征 例数
ｐ１６蛋白阳性表达

阳性 阳性率（％）
Ｐ值

ｐ１６甲基化

甲基化 甲基化率（％）
Ｐ值

　　性别

　　　男

　　　女

２７

１９

１２

７

４４．４

６．８
＞０．０５

１０

８

３７．０

４２．１
＞０．０５

　　年龄（岁）

　　　＜５５

　　　≥５５

１０

３６

２

１７

２０．０

４７．２
＞０．０５

４

１４

４０．０

３８．９
＞０．０５

　　肿瘤直径（ｃｍ）

　　　＜３

　　　≥３

１１

３５

３

１６

２７．３

４５．７
＞０．０５

３

１５

２７．３

４２．９
＞０．０５

　　肿瘤分化程度

　　　高

　　　中、低

２０

２６

１３

６

６５．０

２３．１
＜０．０５

２

１６

１０．０

６１．５
＜０．０５

　　淋巴结转移

　　　有

　　　无

１８

２８

１

１８

５．６０

６４．３
＜０．０５

１２

６

６６．７

２１．４
＜０．０５

　　器官转移

　　　有

　　　无

９

３７

１

１８

１１．１

４８．６
＜０．０５

７

１１

７７．８

２９．７
＜０．０５

　　ＰＴＮＭ分期

　　　Ⅰ，Ⅱ
　　　Ⅲ，Ⅳ

２８

１８

１６

３

５７．１

１６．７
＜０．０５

５

１３

１７．９

７２．２
＜０．０５

８４４
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２．２　胰腺癌中 ｐ１６基因启动子区 ５′ＣｐＧ岛异
常甲基化

ＰＣＲ扩增产物电泳出现以下 ３种结果：（１）
甲基化特异引物扩增出目的条带（１５０ｂｐ），而非
甲基化特异引物无条带扩出，称为甲基化；（２）非
甲基化特异性引物扩增出目的条带（１５１ｂｐ），而
甲基化引物无条带扩出，称为非甲基化；（３）两对
引物均扩增出目的条带，称为半甲基化或部分甲

基化，也属于甲基化（图 ２）。
４６例胰腺癌中 １８例 ｐ１６基因启动子区 ５′

ＣｐＧ岛异常甲基化，甲基化率为 ３９．１％；癌旁组
织中 ３例甲基化，甲基化率为 ６．５％，两组间有差
异显著性（Ｐ＜０．０１）（表 ３）。ｐ１６基因启动子区
５′ＣｐＧ岛异常甲基化的发生率与胰腺癌的大小及
患 者 的 性 别

!

年 龄 的 差 异 无 统 计 学 意 义

（Ｐ＞０．０５），但 在 组 织 分 化 程 度
!

有 无 转 移
!

ＰＴＮＭ分期上有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。

!""#$

%&"#$

'() ' *' *' *' * ' *

! +,-%

　　图 ２　ＰＣＲ扩增产物电泳结果判定　Ｕ：非甲基
化扩增产物（１５１ｂｐ）；Ｍ：甲基化扩增产物（１５０ｂｐ）；

１：显示存在甲基化；２：显示存在半甲基化；Ｎ：正常胰

腺组织；Ｐ：阳性对照标本（以反复多次 ＭＳＰ检测均为

甲基化阳性的６号标本作为阳性对照）；Ｈ：为 Ｈ２Ｏ，未

加模板 ＤＮＡ的混合物；Ｍａｒ：为分子量为 ２０００ｂｐ的

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（梯 度 为：１００，２５０，５００，７５０，１０００，

２０００ｂｐ）

表３胰腺癌及癌旁组织中ｐ１６基因甲基化

组别 例数
ｐ１６基因甲基化

甲基化 未甲基化 甲基化率（％）
Ｐ值

胰腺癌组织

癌旁组织　

４６

４６

１８

３

２８

４３

３９．１

６．５０
＜０．０１

２．３　胰腺癌中 ｐ１６基因启动子区 ５′ＣｐＧ岛异

常甲基化与蛋白表达之间的关系

２７例 ｐ１６蛋白阴性的胰腺癌中 ｐ１６基因甲

基化 １８例；１９例 ｐ１６蛋白阳性者未检出基因甲

基化，两者有明显的相关性（Ｐ＜０．０５）（表 ４）。

表 ４　胰腺癌 ｐ１６基因启动子区 ５′ＣｐＧ岛异常甲基化

和蛋白缺失间的关系

ｐ１６基因
ｐ１６蛋白的表达

阳性 阴性
Ｐ值

甲基化　

非甲基化

０

１９

１８

９
＜０．０５

合计 １９ ２７

３　讨　论

ｐ１６基因是迄今发现的最为广泛的抑癌基因

之一，参与多种肿瘤的发生
!

发展；ｐ１６基因定位

于人染色体 ９ｐ２１，编码产物是 １６ｋＤ的蛋白；即

ｐ１６蛋白，定位于细胞核内。此种蛋白质是一种

细胞周期蛋白依赖性激酶 ４（ＣＤＫ４）的抑制因子

（ＣＤＫ４Ｉ），可与细胞周期蛋白 Ｄ（ｃｙｃｌｉｎＤ）竟争性

结合 ＣＤＫ４，从而抑制 ｃｙｃｌｉｎＤＣＤＫ４的催化活性，

抑制了 Ｒｂ蛋白的磷酸化，使其不能通过 Ｇ１／Ｓ调

控点而被阻滞于 Ｇ１晚期。

ＣｐＧ岛的异常甲基化是指 ＤＮＡ基因启动子

区 ＣＧ重复 ５０％区域，在甲基化转移酶（ＤＭＴ）的

作用下，由 Ｓ腺苷酸（ＳＡＭ）提供甲基，使 ＤＮＡ上

的胞嘧啶（Ｃ）的 ５位碳上加上一个甲基基团，形

成 ５－甲基胞嘧啶（５ｍＣ），引起基因表达降低，而

ＤＮＡ顺序及基因产物不变，是导致基因组不稳定

性而引发肿瘤的重要机制。研究发现，在多种肿

瘤中 ＤＮＡ甲基化与肿瘤发生有关，表现为抑癌基

因的高甲基化和癌基因的低甲基化，而也有关于

胰腺癌中 ｐ１６基因 ＣｐＧ岛的异常甲基化的报

道［６－７］。

Ｎａｋａ等［８］用免疫组化方法分析 ３２例原发性

胰腺癌，有 １９例 ｐ１６蛋白阳性，阳性率为 ５９％，

ｐ１６蛋白与胰腺癌临床分期及生存期密切相关。

Ｈｕ等［９］将胰腺癌
!

慢性胰腺炎及正常组织进行

对比研究，结果 ｐ１６蛋白阳性率分别为 ５８．１％，

９５％和 １００％。本研究中，４６例原发性胰腺癌组

织及相应癌旁组织分别有 １９例（４１．３％）和 ４４

例（９５．７％）ｐ１６蛋白表达阳性，两者有差异显著

性（Ｐ＜０．０５）。提示 ｐ１６蛋白表达与原发性胰

腺癌的发生有密切关系。结合临床资料分析，癌

９４４
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组织中 ｐ１６蛋白阳性率与组织学分化
!

转移及

临床 病 理 分 期 有 密 切 关 系 （组 间 差 异 均 为

Ｐ＜０．０５）。因此认为，ｐ１６蛋白的检测可作为胰腺
癌的一个肿瘤标志，在辅助诊断和预后判断中有

一定的价值。

ｐ１６基因失活的机制至少有 ３种：基因的纯
合性缺失

!

基因突变和启动子区甲基化。ｐ１６基
因 ５′ＣｐＧ岛异常甲基化是 ｐ１６基因失活的原因
之一，主要是外显子 １，２的高度甲基化导致基因
转录抑制，ｐ１６蛋白表达的下降，必然削弱其对细
胞增殖的控制，从而导致细胞恶性转化，最终形

成肿瘤。Ｈｅｒｍａｎ等［１０］的研究显示，细胞系中 ｐ１６
基因 ５′ＣｐＧ岛异常甲基化发生率结肠癌为 ９２％，
前 列 腺 癌 ６０％，乳 腺 癌 ３３％，肾 癌 ２３％。
ＧｏｎｚａｌｅＺｎｌｕｅｔａ等［１１］报道，在未培养的膀胱癌和细

胞 系 中 ｐ１６ 基 因 甲 基 化 发 生 率 分 别 为

６０
"

（１２／１８）和 ３９
"

（１２／３１）。本研究利用 ＭＳＰ
法测定 ｐ１６基因启动子区甲基化的改变发现：
ｐ１６蛋白阳性的 １９例胰腺癌标本，均未检出基因
甲基化；ｐ１６蛋白阴性的 ２７例标本，有 １８例检出
基因甲基化；甲基化率为 ３９．１％。４６例癌旁组
织中有 ３例基因甲基化，胰腺癌和癌旁组织甲基
化率差异的显著性（Ｐ＜０．０５）。基因甲基化与
ｐ１６蛋白表达明显相关（Ｐ＜０．０５）。ｐ１６基因启
动子区甲基化的发生率与胰腺癌的大小及患者

的 性 别
!

年 龄 分 组 间 的 差 异 无 显 著 意 义

（Ｐ＞０．０５），但 在 组 织 分 化 程 度
!

有 无 转 移
!

ＰＴＮＭ分期上有显著意义（Ｐ＜０．０５）。ｐ１６甲基
化与 ｐ１６基因失转录明显相关，导致基因转录抑
制、ｐ１６蛋白表达下降，必然削弱其对细胞增殖的
控制，导致细胞恶性转化，从而参与肿瘤的发生

与发展。因此，检测 ｐ１６基因启动子甲基化和其
表达有助于早期发现有癌变倾向的细胞，还可作

为分子指标，预测对化疗的反应和判定预后等。

基因异常甲基化的发现也为肿瘤治疗提供了

新思路，ＤＮＡ甲基化抑制剂 ５－脱氧杂氮胞苷在
临床上已被用于肿瘤的化疗［１２］。这些不仅证实

了 ＣｐＧ岛异常甲基化参与了肿瘤的发生发展，也
为利用基因异常靶点进行肿瘤基因治疗提供了

依据，同时也为研究肿瘤的药物治疗提供了新的

途径。

综上所述，ｐ１６基因启动子异常甲基化的改

变可能影响 ｐ１６蛋白的表达；ｐ１６甲基化
!

蛋白

表达与胰腺癌的发生发展密切相关。ｐ１６甲基化
和蛋白表达可望成为胰腺癌诊断及预后的候选

标志物之一。
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ｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｒｍａ［Ｊ］．ＣｉｌｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

１９９７，３（９）：１４７３－１４７７．
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１９９５，５５（２０）：４５２５．
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ｏｆｔｈｅ５′ＣｐＧｉｓｌａｎｄｏｆｔｈｅｐ１６／ＣＤＫＮ２ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ
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